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1.  要約 
 
背景：Basigin (Bsg) は細胞膜貫通型糖蛋白であり、matrix metalloproteinases (MMPs) 活性
や炎症を誘導する。拡張型心筋症や心筋梗塞患者、心筋炎患者の心臓においてBsgの発現
が増加していることが知られている。しかし、心肥大や心不全におけるBsgの役割は依然
としてほとんど解明されていない。 
研究目的：圧負荷誘発心不全におけるBsgの意義を検討し、心不全患者における血清Bsg
のバイオマーカーとしての役割を検討すること。 
方法と結果：心不全におけるBsgの役割を評価するために、Bsgヘテロ全身欠損マウス 
(Bsg
+/–
)と野生型マウス (WT：wild-type) に対しtransverse aortic constriction (TAC) を行っ
た。TAC後に、Bsg+/– マウスはWTマウスに比し有意な心重量、肺重量、心臓間質の線維
化の軽減を認めた。また、TACにより誘導される左心室のMMP活性や酸化ストレスは、
WTマウスに比しBsg+/– マウスで著明な低下を認めた。心臓超音波検査では、Bsg+/– マウ
スはWTマウスに比しTAC後の有意な左心室拡大、左心室壁厚増大、心機能の低下の改善
を認めた。さらに、Bsg+/– マウスはWTマウスに比しTAC後の生存率が有意に良かった。
骨髄細胞に発現するBsgの圧負荷心不全における役割を評価するために骨髄移植実験を
行ったが、 骨髄細胞のドナーの遺伝子型に関わらず、レシピエントの遺伝子型がBsg+/– 
マウスであることがTAC後の生存率の上昇に大きく寄与していた。さらなる心臓組織由
来のBsgの重要性を評価するために、心筋特異的Bsg過剰発現マウスにTACを施行した。
その結果、WTマウスに比し心筋特異的Bsg過剰発現マウスの生存率は有意に低下してい
た。次に、Bsg欠損マウスと野生型マウスより心線維芽細胞を単離し、Angiotensin II、周
期性機械的伸展刺激を用いて刺激実験を行った。これらの刺激により、Bsgの発現、分泌
の増加、ERK/Akt/SAPKの活性化をBsg+/+ の心線維芽細胞で認めたが、Bsg+/– 心線維芽細
胞では有意に軽減していた。リコンビナントBsgで心線維芽細胞を刺激することにより有
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意なERK/Aktの活性化、細胞増殖の促進を認めた。心線維芽細胞が刺激されることで分
泌されたBsgのオートクリン、パラクリンによる心線維芽細胞の活性化作用が考えられた。
また、Bsg+/– 心線維芽細胞はBsg+/+ 心線維芽細胞に比し有意な増殖能の低下を認めた。
最後に、血清Bsg濃度は心不全患者で心血管疾患の無い健常人に比し有意な上昇を認め、
特に圧負荷に関する心疾患で上昇を認めた。さらに、血清Bsgが高値であることは心不全
患者の全死亡、心不全入院などの予後不良と有意な相関を認めた。 
結論：Bsgはマウスの圧負荷誘発心不全において炎症、酸化ストレス、MMP活性化を介
して心肥大、心線維化、心機能低下を増悪させることで心不全の病態形成に大きく関与
していると考えられた。血清Bsg高値は心不全患者の予後不良予測新規バイオマーカーと
なる可能性が示された。 
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2.  略語一覧 
 
Akt   phosphorylated-protein kinase B 
AngII   Angiotensin II 
ANP   atrial natriuretic peptide 
AR   aortic valve regurgitation 
AS   aortic valve stenosis 
αSMA        α-smooth muscle actin 
BMT   bone marrow transplantation 
BNP   brain natriuretic peptide 
Bsg   basigin 
Bsg-Tg  cardiac specific Bsg overexpression 
cDNA  complement DNA 
CART  classification and regression trees 
CFs   cardiac fibroblasts 
CM           conditioned medium 
Col1a   collagen 1a 
Col1c   collagen1c 
CTGF   connective tissue growth factor 
CyPA   cyclophilin A 
DCM  dilated cardiomyopathy 
DMEM  Dulbecco’s modified Eagle’s medium  
ELISA  enzyme-linked immuno sorbent assay 
EM  elastica-masson 
ERK1/2        extracellular signal-regulated kinase 1/2 
FBS   fetal bovine serum 
FGF   fibroblast growth factor  
hCF       human cardiac fibroblast 
HCM   hypertrophic cardiomyopathy 
HE  hematoxylin-Eosin 
HHD   hypertensive heart disease 
IL            interleukin 
INF   interferon 
Ig   immunoglobulin 
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LIF   leukemia inhibitory factor 
MAPK        mitogen activated protein kinase 
MCT   monocarboxylate transporters 
MMP   matrix metalloproteinase 
MR   mitral valve regurgitation 
MS   mitral valve stenosis 
NRCM        neonatal rat cardiomyocyte 
NRCF         neonatal rat cardiac fibroblast 
PBS   phosphate buffer saline 
PDGF-BB      platelet-derived growth factor-BB 
PS   pulmonary valve stenosis 
PVDF   polyvinylidene difluoride 
RANTES  regulated on activation normal T cell expressed and secreted 
ROS          reactive oxygen species 
SAPK   stress activated protein kinase 
sBsg   soluble Bsg 
TAC   transvers aortic constriction 
TBST   Tris-buffered saline with Tween 20 
TCL          total cell lysate 
TCSF   tumor collagenase stimulatory factor 
TNF  tumor necrotic factor  
TR   tricuspid valve regurgitation 
WT   wild type 
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3.  研究背景 
 
3.1 心不全の疫学 
慢性心不全とは、慢性の心筋障害により心臓のポンプ機能が低下し、末梢主要臓器の
酸素需要量に見合うだけの血液量を絶対的・相対的に拍出できない状態、または前負荷
の過度の上昇によってのみそれが可能となる状態であり、肺、体循環系、また両系にう
っ血をきたし、日常生活に障害を生じた病態と定義される 1。労作時呼吸困難、息切れ、
尿量減少、四肢の浮腫、肝腫大等の出現により生活の質的低下が生じ、日常生活が著し
く障害され、致死的不整脈や突然死の頻度も高く、全ての心疾患の終末的な病態であり、
その生命予後は極めて悪い。 
現代において心不全は主要な死因であり、心不全患者の死亡率は診断後 1年で 30-40%、
5年で 60-70%と致死率が高い疾患になっている 2-4。心不全のパンデミックは公衆衛生上
の重要な課題であり、高齢化社会が急速に進行している日本社会では今後 30年にわたり
心不全患者が増加し続け、2030年には心不全患者数が 130万に達すると予想され大きな
社会問題となっている (Figure 1)5。βブロッカーやレニンアンジオテンシン系阻害薬な
どの慢性心不全の薬物治療が普及し、カテーテル治療、新規デバイスなどの様々な重症
度に応じた心不全の治療法が開発されているが (Figure 2)、依然として心不全患者の罹
患率や死亡率は高く、根本的な治療法はいまだ開発されていない 2, 6。  
 
3.2 心不全の病態生理 
心機能障害は過剰な線維化、心肥大、炎症、酸化ストレス、アポトーシスなどの多く
の要因によって惹起される (Figure 3）7-11。高血圧や大動脈弁狭窄症などに代表される心
圧負荷が過剰となる病態は心肥大を誘導する。このような圧負荷のかかる病態において、
心肥大は壁応力軽減や心拍出を維持するための代償的な反応であるが、圧負荷刺激が持
続することで代償性心肥大から非代償性心不全へ移行する 12, 13。しかし、代償性心肥大
から非代償性心不全へ移行するメカニズムはほとんどわかっていない。圧負荷に対する
心臓の応答には分裂促進因子活性化蛋白キナーゼ (MAPK: mitogen activated protein 
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kinase)、カルシウム、炎症、酸化ストレス誘導性の細胞内シグナルが関与していること
が知られている 14, 15。我々は今までにマウス圧負荷誘発心不全モデルを用いて、
Rho-kinase、erythropoietin、cyclophilin A (CyPA) が酸化ストレス、MAPK、血管新生、心
線維化などを介し心不全の病態に大きく寄与していることを報告してきた 16-18。  
 
3.3  Basigin の構造と機能 
Basigin (Bsg) は Basigin 遺伝子にコードされており、Immunoglobulin (Ig) super family
に属し 2つの Ig様ドメインを有している (Figure 4)。Bsgは当初ヒトの肺がん細胞から
分泌され、線維芽細胞のコラゲナーゼ活性を刺激する tumor collagenase stimulatory factor 
(TCSF) として同定された。Bsgは TCSF、CD147、extracellular matrix metalloproteinase 
inducer (EMMPRIN)、HAb18Gともいわれる細胞膜貫通型糖蛋白であり、全身にユビキ
タスに発現している 19。 
Bsgは多機能蛋白であり、線維芽細胞の筋線維芽細胞への分化促進、細胞増殖の促進、
多数のMMP の誘導と活性化、オートファジーの抑制などの働きがある 20-22。Bsgは精
子形成、胚の着床にも関与しており、Bsgホモ欠損することでほとんどのマウスが胎生
致死となる 23。Bsgは受容体でもあり caveolin-1、integrin、cyclophilin A/B、
E-selectin、Bsg自体などの多くのリガンドを有することも知られている 24-26。我々は過
去に、細胞内外の CyPA が酸化ストレスを増幅することで動脈硬化や大動脈瘤など様々
な心血管疾患形成に寄与することを示してきた (Figure 5)17, 22, 27-30。 
 
3.4 Basigin の様々な疾患における病態形成への関与 
Bsgは悪性腫瘍、膠原病、感染症などの領域で盛んに研究がなされている。BsgはMMP
活性化、細胞増殖促進、乳酸を細胞外に搬出する monocarboxylate transporters（MCT）の
発現を増加させることで腫瘍の生存に適した微小環境を形成し、悪性腫瘍の転移や増殖
を促進することが報告されている。また、多くの悪性腫瘍において組織の Bsgの発現の
程度とがん患者の予後との強い相関関係も多数報告されている 31。さらに、Bsgはルー
プスや関節リウマチ、多発性硬化症などの膠原病の病態形成にも寄与が報告されている
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26, 32, 33。感染症領域では、Bsgはマラリア、髄膜炎菌、麻疹の赤血球や内皮細胞に浸潤す
る際の受容体として働いており、Bsg阻害がマラリアの新規治療として期待されている
34-36。さらに、Bsgは MMPs により細胞膜からクリーブされて分泌され 37, 38、ヒトの血清
Bsgは肝細胞癌、ループス腎炎、全身性硬化症患者における疾患活動性を反映している
ことが報告されている 32, 39, 40。 
 
3.5 Basigin の心血管病における知見 
心血管領域において、近年我々はマウスの平滑筋に発現している Bsgが、そのリガン
ドである CyPAと共に平滑筋増殖と炎症を増幅させることでマウスの低酸素誘発性肺高
血圧症の増悪に寄与することを報告した 22。その他、血小板や単球などの骨髄細胞に発
現している Bsgは、炎症や MMP 活性促進を通してマウスの動脈硬化の病態形成に関与
することが報告されており、さらに、BsgはMMP 活性や炎症を誘導することで大動脈瘤、
心筋梗塞の病態形成に寄与することも報告されている 24, 38, 41, 42。また、Bsgは一酸化窒
素の代謝を阻害し、Rho/Rho-kinaseの活性化を介して内皮機能障害を起こすことも報告
されている 43。  
ヒトにおける重要な知見として、Bsgは拡張型心筋症患者、心筋梗塞患者、心筋炎患
者の左心室心筋において発現が増加しており、Bsgのリガンドの一つである CyPAが心
臓に浸潤した炎症細胞に強く発現しているのに対し、Bsgは心筋組織に強い発現を認め
たことが報告されている (Figures 6,7)44-46。心不全患者の心臓組織で Bsgの発現が認めら
れる一方で、心不全における Bsg発現の役割については全く解明されていない。 
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4.  研究目的 
本研究の目的は、マウス圧負荷誘発心不全における心不全の増悪に Bsg が関与してい
るのか否かを明らかにし、その詳細な分子機序を検討すること。また、心不全患者の血
清 Bsg 値を検討し、心不全患者における予後予測の新規バイオマーカーとしての可能性
を検証することとした。 
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5. 研究方法 
 
5.1 動物実験 
全ての動物実験プロトコールは「国立大学法人東北大学における動物実験等に関する
規定」に基づき作成し、東北大学動物実験センターの認可を受けて施行された。全ての
動物は標準的ガイドラインに従い、愛護的に扱われた。Bsgの心不全における役割を評価
するために、マウス圧負荷誘発心不全モデルを用いた。体重 23-30gのBsg全身欠損マウ
ス (Bsg+/–) (n=41) とそのlittermate WTマウス（n=38）、心筋特異的Bsg過剰発現マウス 
(Bsg-Tg：cardiac specific Bsg overexpression) (n=27) とそのlittermate WTマウス (n=21) を
通常食で飼育し、transverse aortic constriction (TAC) により圧負荷誘発心不全を作成した。
TAC手術の詳細に関しては既報に従い行った16, 18, 47。手術中は体温を維持し、イソフルラ
ンの吸入麻酔 (1.5-2.0%) を用いて麻酔をかけた。開胸を行わずに横行大動脈を露出した
後、先端を鈍的とした27Gの針とともに6-0の絹糸で横行大動脈をきつく縛り、即座に針
を抜去することで横行大動脈狭窄を作成した。シャム手術は、TAC手術と同様の手術で
あるが、横行大動脈の結紮をしないモデルとした。横行大動脈の狭窄部位の通過血流速
度が4 m/s以上（圧格差64 mmHgと同等）のマウスを解析対象とした。心不全と組織の解
析はTAC 4 週間後に行った。圧負荷心不全におけるBsgの役割を評価するために、心臓
超音波検査と心肺重量評価を行った。全ての手術と解析はマウスの遺伝子型に関しブラ
インドした上で施行した。 
  
5.2 Bsg+/– マウスとBsg-Tgマウスの作成とジェノタイピング 
全ての動物実験は東北大学動物実験センターの認可に従い施行した (2012高動-002)。 
Bsg
+/–
 マウスは名古屋大学医学部の門松教授より譲渡して頂いた48。Bsgは細胞膜に存在
する蛋白であり、早期の胚形成や生育に大きく関与していることが知られている23, 49。  
マウスでBsgをホモ欠損することは (Bsg–/–) 胎生致死を惹起するため23、本研究ではBsg
全身ヘテロ欠損マウス (Bsg+/– マウス) を用いた。心筋特異的Bsg過剰発現マウス 
(Bsg-Tg) はMedical University of South CarolinaよりSpinale教授とMukherjee准教授から譲
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渡して頂き、MHCプロモーターを用いることで心筋特異的にBsgを過剰発現させた50。
マウスは通常食を与え、昼12時間、夜12時間のサイクルの日照環境で飼育した。全ての
マウスの遺伝子型は、マウスの尾より抽出したDNAサンプルをPCR法によって増幅する
ことで確認した。ジェノタイピングに用いたDNAプライマー配列は以下の物を用いた： 
Bsg：Basigin forward 5′-TGGCCTTCACGCTCTTGAGC-3′  
Basigin reverse 5′-GCCTCATCTCTAAGATCACT-3′  
Neo：Neo forward 5′-CAGCGTCTTGTCATTGGCGA-3′ and  
Neo reverse 5′-GCTCTTCGTCCAGATCATCC-3′; 
human Bsg：human Basigin forward 5′-GGCCAGAAAACGGAGTTCAA-3'  
human Basigin reverse 5′-GCGCTTCTCGTAGATGAAGA-3′ 
 
5.3 血圧測定と心臓超音波検査 
ベースラインの血圧は麻酔を用いずtail-cuff system (Muromachi Kikai Co, Ltd, 
MK-2000ST NP-NIBP Monitor, Tokyo, Japan) を用いて測定した。心臓超音波はVevo 2100 
(Visualsonics, Toronto, Canada) を用いて、イソフルランの吸入麻酔を0.5-1.0% v/vの濃度下
で体温を維持し、心拍数を維持するように麻酔深度を適宜調整して施行した。3心拍の値
の平均を測定値とした。左心室壁厚 (IVS: inter ventricular septum, LVPW: LV posterior 
wall)、拡張末期左心室内径 (LVID: LV internal end-diastolic diameter)、左心室内径短縮率 
(FS: fractional shortening)は乳頭筋レベルにて短軸像のM modeで測定を行った16。 
 
5.4 骨髄移植 
骨髄移植は既報に従い行った22, 28, 29, 51, 52。まず、骨髄細胞にGreen fluorescent protein 
(GFP) を発現したマウスとBsg欠損マウスを交配することで、GFP陽性Bsg欠損マウスを
作製した。8週齢のマウスに合計9.6Gyのγ線照射することで骨髄細胞の破壊を行った。
GFP陽性骨髄細胞 (Bsg+/+ or Bsg+/–) をマウスの下肢骨より採取した後に、カルシウム・
マグネシウムを含まない2％のウシ血清入りPBSを用いて5×106 細胞/100μlの濃度に再
構成し、γ線照射後24時間以内に尾静脈より調整した骨髄細胞懸濁液100μlを投与した。
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骨髄細胞の生着確認は、紫外線によるGFPの発光を確認することで行った。骨髄移植後
には特に拒絶反応を示すマウスを認めなかった。骨髄移植後にそれぞれのマウスを通常
食で4週間飼育して骨髄細胞の生着を待った。骨髄細胞生着後に、各マウスにTACを施行
し、生存を4週間観察した。全身GFP発現トランスジェニックマウスはJackson Laboratory
より購入した。GFP陽性Bsg欠損マウスは通常のメンデルの法則に従い産子を得られた。 
 
5.5 病理組織学的分析  
心臓超音波検査後、組織形態評価のためにマウスよりイソフルラン吸入麻酔下 (2.0%) 
で組織採取を行った。マウスを固定後に開腹し、下大静脈を切開したのちに同部位から
生理的圧力（20 mmHg）でcold phosphate buffer saline (PBS) を用いて用手的に潅流を行い、
血管内より血液を除去した。その後、10% phosphate-buffered formalinを下大静脈から注入
することで5分間の潅流固定を行った。心臓と肺を採取後、ホルマリンで24時間固定後に
パラフィンで包埋した。標本スライドは5 μmの厚さで薄切を行い作成した。パラフィン
切片は hematoxylin-eosin (HE) 染色、Elastica-Masson (EM) 染色、免疫染色に用いた。ス
ライドの撮影は光学顕微鏡BX51 (Olympus, Tokyo, Japan) で行い、心臓間質の線維化面積
はImage J Software (NIH, Bethesda, MD, USA) を用いて解析を行った。  
 
5.6 免疫組織染色 
マウスの組織サンプル採取では、マウスをイソフルランの吸入麻酔下で下大静脈より
cold PBSで潅流したのちに、4% phosphate-buffered paraformaldehydeで下大静脈より還流固
定を行い、スクロースで脱水処置を行った後にOCT (Tissue-Tek; Miles Ink., Elkhart, Illinois, 
USA)で包埋を行った。免疫組織染色には以下の一次抗体を用いた；Bsg (1:400 dilution; 
R&D systems、AF972 for human tissue and AF772 for mouse tissue)、CyPA polyclonal (1:1000 
dilution; BIOMOL Research Laboratories, Inc.)、α-smooth muscle actin (αSMA, clone 1A4, 
1:400 dilution; Sigma-Aldrich, A5691)、leukocyte common antigen, CD45 (clone Ly-5, 1:100 
dilution; BD Pharmingen, #550539)、α-actinin (1:200 dilution; BD Pharmingen, #612576)。組織
スライドはDP Controller and DP Manager Software (Olympus, Tokyo, Japan) を使用し、光学
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顕微鏡BX51 (Olympus, Tokyo, Japan) で撮影した。共焦点顕微鏡による観察は LSM780  
(Zeiss, Swiss) を用いた。 
 
5.7 組織酸化ストレス評価 
TAC後のマウスをイソフルラン吸入麻酔下で下大静脈からcold PBSを用いて潅流した。
その後、組織固定をせず即座に心臓を採取し、OCT包埋行い凍結切片 (10 m) を作成し
た。ジヒドロエチジウム (DHE：dihydroethidium) は酸化を受けることで赤色蛍光を発し、
ROS産生量に応じて蛍光を発することで組織の酸化ストレスを反映する試薬である16, 17。  
クライオスタットで凍結切片を作成したのちにMAS-coated glass-slides (Matsunami Glass, 
Osaka, Japan) に張り付け、2 μmol/Lの濃度で希釈したDHEを含むPBSをサンプル上に投与
し、37°Cで30分間遮光しながらインキュベートした。PBSでスライドを洗浄したのちに、
DHEの赤色の蛍光を (585nm) を共焦点顕微鏡LSM780 (Zeiss, Swiss) で検出した。 
 
5.8  Metalloproteinase活性評価 (Zymography) 
In vivoでの圧負荷に対するMMP活性を評価するために、ゲラチンザイモグラフィーを
行った。TAC1週間後に、マウスをイソフルラン吸入麻酔下で下大静脈よりcold PBSで潅
流し、固定せずに即座に心臓を採取してホモジナイズした。ゲラチンザイモグラフィー
キット (Cosmo Bio, Tokyo, Japan) を用いて評価した。詳細な実験方法として、心臓ホモ
ジネートの抽出液を、ゲラチンを含んだSDS-PAGEゲルを用いて電気泳動にて蛋白を分
離した。ゲルを洗浄し、ザイモグラフィーバッファーで37℃24時間インキュベートした
後にcoomassie brilliant blueを用いて蛋白染色を行った。ゲルを撮影し、MMP-2と
pro-MMP-2の活性化をImage J Software (NIH, Bethesda, MD, USA) を用いて定量評価した。
In situ zymographyには、上記DHE染色実験の際に作成した新鮮な凍結切片を (10 μm) を
用いて、MMPによって切断されることで蛍光を発する蛍光ゲラチン基質 DQ gelatin, 
(Molecular Probes, USA) を用いて評価した。製造業者のプロトコールに従い、DQ gelatin
を25μg/mlの濃度でzymography buffer (50 mmol/L Tris-HCL pH7.4 and 5 mmol/L CaCl2) に
溶解してサンプルに投与し、37℃で30分間インキュベートを行った28。MMP活性は緑色
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蛍光 (530 nm) で確認され、共焦点顕微鏡のLSM780 (Zeiss, Switzerland)を用いて観察した。 
 
5.9 心線維芽細胞の単離と各種刺激実験 
マウスの心線維芽細胞 (cardiac fibroblasts：CF) をオスのマウスより単離した。CFsの
詳細な単離方法は次のとおりである。まず、頸椎脱臼後にマウスより心臓を無菌的に採
取し、大動脈基部と心房を除去したのちに組織を細断した。その後、type IIコラゲナーゼ 
(Worthington, NJ, USA) とともにピペッティング行い酵素的に細胞を分離し、1x 
penicillin/streptomycin と20％fetal bovine serum (FBS)を含んだDulbecco’s modified Eagle’s 
medium (DMEM、glucose 4.5g/L) の入っている10cmディッシュで培養を行った。心筋細
胞を多く含んでいるペレットや上清を除去し、ディッシュに接着しているCFsを剥がして
遠心し、メディウム中で再調整した。10%FBSを含むDMEMを浸した10cmディッシュに
細胞を播き直し、湿潤な37℃、5% CO2、95% airの環境下で培養を行った
17。マウスのCFs
は24時間のスターブの後に、Angiotensin II (AngII) (100 nmol/L) 、human recombinant 
Basigin (972-EMN-050、R&D、USA) を用いて24時間のタイムコースで刺激実験を行った。
さらに、Bsgの機械的刺激の細胞内シグナルを検討するために、CFsを24時間のスターブ
の後にStrex system (Strex, Osaka, Japan)を用いて、周期的機械的伸展刺激 (20% 伸長、1Hz) 
を24時間のタイムコースで行った53, 54。各種刺激後に、mediumとtotal cell lysateを回収し
た。回収方法として、培養mediumを回収後に、CFsを氷上でcold PBSで即座に洗浄し、プ
ロテアーゼ阻害薬カクテル (P8340, Sigma) を混合した細胞溶解液T-PER (#9803, Cell 
Signaling, MA, USA)を用いてTotal cell lysateを回収した。mediumは細胞などのdebrisを除
去するためにフィルターでろ過した後に Amicon Ultre-15 centrifugal filter (Millipore Corp, 
MA, USA) を用いて濃縮し、concentrated conditioned medium (CM)を作成した27。  
 
5.10 新生児ラットの心筋細胞と線維芽細胞の単離 
妊娠WisterラットをJapan SLC (Shizuoka, Japan) より購入し、新生児ラットの心臓を 
collagenase type II (Worthington, NJ, USA) を用いて細胞を分離した。その後、細胞を10 cm 
ディッシュで30分間、37°C、5% CO2の環境でインキュベートした。新生児ラット心筋細
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胞 (NRCM：neonatal cardiomyocytes) を入手するために、培養液中に存在するディッシュ
に接着しないNRCMを回収し、非心筋細胞の増殖を抑えるためにcytosine 
β-d-arabinofuranoside (Sigma-Aldrich, Tokyo, Japan) を10 μMの濃度で添加した培地で再構
成した55。新生児ラット心線維芽細胞 (NRCF：neonatal cardiac fibroblasts) は上記10cmデ
ィッシュに接着している細胞を10%FBS添加したDMEM中で培養し、数回継代すること
で樹立した。NRCMを24時間のスターブ後にリコンビナントBsgで刺激を行い、24時間後
に回収してmRNAの遺伝子発現を評価した。NRCFはBasigin siRNA (10 nmol/l)、control 
siRNA (10 nmol/L) (QIAGEN, Germany)を72時間トランスフェクションさせたのちにBsg、
Nox2、Intgrin-2遺伝子発現を検討した。 
   
5.11 細胞増殖実験 
マウスのCFsを96-well platesに2×103 cells/well/100μlの細胞量で、10% FBS添加DMEM
を用いて播種し培養した。播種翌日よりマウスの CFs は DMEM、5% FBS 添加 DMEM、
2 %CM 添加 DMEM (CM は CFs を機械的伸展刺激することで得られたもの) を用いて刺
激を行った。ヒトの心線維芽細胞 (hCFs：human cardiac fibroblasts) は Lonza (Basel, 
Switzerland) より購入した。hCFs は 96-well plates に 5×103 cells/well/200 μl の細胞量で、
fibroblasts growth medium (FGM) (Lonza, Basel, Switzerland) を用いて播種し培養した。
hCFs の細胞増殖能に関しては、DMEM+リコンビナント Bsg10ng/ml の刺激、または、10 
nmol/Lの Basigin siRNA と control siRNAを 72 時間トランスフェクションした後に FGM
で培養し観察した。 細胞数は 0日目、1日目、3日目に Cell Titer 96 MTT assay method 
(Promega, Fitchburg, WI, USA) を用いて評価した。 
 
5.12 サイトカイン・ケモカインの網羅解析 
サイトカイン、ケモカイン、成長因子の測定は製造者のプロトコールに従いBioplex シ
ステム (Bio-Rad, Tokyo, Japan) を用いて行った。CFsを周期性機械的伸展刺激 (10cm2 
stretch chamber, 5ml DMEM) 、AngII刺激 (100mm dish, 10ml DMEM) することで得られた
CM中に分泌されたサイトカインを評価した。マウスのサイトカイン、ケモカイン、成長
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因子はBio-Rad社のマウスサイトカイン評価キット (9-Plex, MD0-00000EL and 23-Plex, 
M60-009RDPD) を用いて評価した。ヒトのサイトカイン、ケモカイン、成長因子もBio-Rad
社のヒトサイトカイン評価キット (27-Plex, #M50-0KCAF0Y and 21-Plex, #MF0-005KMII) 
を用いて評価した22。  各実験において検体は二重測定で行った。 
 
5.13 ウェスタンブロット法 
蛋白を検出するために、ウェスタンブロット法を施行した。同量の各蛋白サンプルを
SDS-PAGE gel に投与し、電気泳動後に polyvinylidene difluoride (PVDF) membranes (GE 
Healthcare, UK) に転写した。その後、室温で 5 %の濃度で BSAを溶解した Tris-Buffered 
Saline with Tween 20 (TBST) を用いて 1時間ブロッキングを行った。本研究では次に記載
のある一次抗体を使用した；Bsg (400:1-1000:1 dilution; R&D systems, AF 772 for mouse and 
AF972 for human), α-tubulin (2000:1, Sigma, T9026), phosphorylated-ERK1/2 (1000:1, Cell 
Signaling, #9101), and total-ERK1/2 (1000:1, Cell Signaling, #9102) , phosphorylated-protein 
kinase B (Akt) (1000:1, Cell Signaling, #9271), and total-Akt (1000:1, Cell Signaling, #9272) , 
phosphorylated-stress activated protein kinase (SAPK) (1000:1, Cell Signaling, #9251), and 
total-SAPK (1000:1, Cell Signaling, #9252), CyPA (1:1000 dilution; BIOMOL Research 
Laboratories, Inc.)。蛋白の検出には化学発光増強システム (ECL Prime Western Blotting 
Detection Reagent, GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) を用いて行った。蛋白の定量は
Image J Softwareを用いて、Densitometryにて行った。   
 
5.14 RNAの単離とリアルタイムPCR法 
In vivo実験のマウスの心臓、NRCM、NRCFからのtotal RNAの単離は、製造者のプロト
コールに従いながらRNeasy Plus Mini Kit (Qiagen) を用いて行った。Total RNAは
PrimeScript RT Master Mix (Takara) を用いてcomplement DNA (cDNA) に逆転写した。マ
ウスのプライマーのmurine Basigin (Assay ID: Mm01144228_g1)、Gapdh (Assay ID: 
Mm99999915_g1) はLife Technologies (TaqMan assays, Applied Biosystems, US) より購入
した。マウスのプライマーの、IL-6 (Primer Set ID: MA104898)、TNF-α (Primer Set ID: 
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MA121221)、IL1-β (Primer Set ID: MA025939)、Nppa (Primer Set ID: MA102516)、Nppb 
(Primer Set ID: MA103081)、Col1a2 (Collagen I: Primer Set ID: MA128559)、Col3a1 (Collagen 
III: Primer Set ID: MA131765), CTGF (Primer Set ID: MA028643)、Gapdh (Primer Set ID: 
MA050371)、ラットのプライマーのNppa (Primer Set ID: RA058681)、Nppb (Primer Set ID: 
RA043888)、Cybb (Nox2: Primer Set ID: RA052264)、Nox4 (Primer Set ID: RA064409)、Itgb2 
(Integrin β2: Primer Set ID: RA059368)、Gapdh (Primer Set ID: RA015380) はTakara Bio Inc. 
(SYBR Green I assays, Shiga, Japan) より購入した。逆転写後、リアルタイム定量PCRを
CFX 96 Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad)を用いて行い、TaqManプローブには
SsoFast Probes Supermix (Bio-Rad)、SYBRプローブにはSYBR® Premix Ex Taq™ II (Takara) 
を用いた。CFX Manager Software (version2.0, Bio-Rad) で算出したCt値を、ハウスキーピ
ング遺伝子であるGapdhを対象とすることでΔΔCt methodによりrelative fold changeを算出
し比較した16。 
 
5.15 臨床研究：心不全患者における血清 Basigin 値と予後評価 
心不全患者における血清 Bsg、サイトカイン臨床研究は、東北大学医学部大学院の倫
理委員会 (#2009-363)の認可を受けて行われ、全ての患者のインフォームドコンセントを
書面で取得した。血清 Bsgは 2009年から 2012 年の間に東北大学循環器内科に紹介され
心臓カテーテル検査を行った患者より採取され、心不全患者の血清 Bsgと心不全患者の
予後に関する観察研究を行った。血清 Bsg は enzyme-linked immuno sorbent assay (ELISA) 
キット（R&D, USA）を用いて測定した。患者数は全 199名で、全死亡と、カテーテル後
の心不全初回入院に関して解析を行った。また、特定の心疾患ごとの血清 Bsg値の解析、
血清 Bsgとその他の炎症性サイトカインの相関関係、血清 Bsgと入院時 BNP との相関関
係も解析した。  
 
5.16 統計解析 (臨床研究) 
血清 Bsg濃度は平均値±標準誤差 (standard error of the mean：s.e.m.) で表記した。2
群間の平均値の比較は unpaired t-test を用いて行った。評価項目として、全死亡、心不
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全による再入院、それらの複合評価項目とした。平均観察期間は 1364 日であった。Event 
-free survival curves を血清 Bsgのカットオフ値を設定して作成し、hazard ratio (HR)も算出
した。Event-free survival curve を作成するための Bsg高値と低値群のカットオフ値は
survival classification and regression trees (survival CART)分析を用いて設定した。2群間の
生存曲線の比較は Log-rank test を用いて行った。血清 Bsgと血清炎症性サイトカイン、
血清 BNP 値との相関関係は Pearsonの相関解析で行い、積率相関係数も算出した。すべ
ての P 値は 2-tailedで解析し、P 値が 0.05未満を統計学的に有意とした。解析は SPSS, 
version 19.0 (Chicago, IL, USA)、R version 3.1.3 with the rpart package.を用いて行った 56。   
 
5.17 統計解析 (in vivo and in vitro研究) 
全ての統計解析はGraphPad Prism, version 6 (GraphPad Software Inc, California, USA) を
用いて行った。全ての研究結果はそれぞれの平均値 ± 標準誤差(standard error of the 
mean：s.e.m) で表した。2群間の比較はunpaired t-testを用いて行った。平均値の他群間比
較は、one-way or two-way analysis of variance (ANOVA)を用いて解析し、Bonferroni’s 
multiple comparisons testsを用いてPost-hoc解析を行った。2群間の生存曲線の比較は
Log-rank testを用いて行った。全ての解析において、P<0.05を統計学的に有意とした17, 22。  
  
Suzuki et al., Page 22 
 
 
6.  研究結果 
 
6.1 圧負荷誘発心肥大、心不全における心臓組織由来のBsgの役割 
心不全増悪におけるBsgの役割を検討するために、マウス圧負荷誘発心不全モデルの
TACを、体重23-30gのBsg+/– マウスとリッターメイトWTコントロールマウス (Bsg+/+ マ
ウス) に施行した。Bsgの完全な欠損は胎生致死となるために、本研究ではBsgヘテロ欠
損マウス (Bsg+/–) を用いた。ベースラインにおいて、Bsg+/–マウスとBsg+/+ マウスでは血
圧、心拍数が同等であった (n=5 each) (Figure 8A)。対照的にTAC後の生存率はBsg+/+ マ
ウス (n=38) に比しBsg+/– マウス (n=41) で有意に良かった (P<0.05) (Figure 8B)。 心臓
超音波検査では、TAC4週間後に両方の遺伝子型のマウスで左心室拡大と心機能障害を認
めた (n=6-8, P<0.05) (Figure 8C)。TACは心室中隔壁厚 (IVS) と左心室後壁厚 (LVPW) 
の肥厚を両方のジェノタイプのマウスで惹起したが、Bsg+/+ マウスに比しBsg+/– マウス
で有意な壁厚の増加抑制が認められた (n=6-8, P<0.05) (Figure 8D)。さらに、拡張末期左
心室内径 (LVIDd) の拡大と左心室内径短縮率 (FS) 低下は、Bsg+/+ マウスに比しBsg+/– 
マウスで有意な増悪抑制が認められた (n=6-8, P<0.05) (Figure 8D)。心臓超音波所見と一
致して、TACは有意に心重量/体重比 (heart weight/body weight)、肺重量/体重比 (lung 
weight/body weight) の増加をきたしたが、Bsg+/+ マウスに比しBsg+/– マウスで有意に心
重量/体重比、肺重量/体重比の増加が抑制された (n=6-8, P<0.05) (Figure 8E)。これらの所
見より、Bsgは圧負荷誘発心不全において、心肥大と心不全増悪に大きく寄与していると
考えられた。 
次に、骨髄由来Bsgの心不全への関与を検討するために骨髄移植 (BMT：bone marrow 
transplantation) を用いてTACによる圧負荷心不全の進行に骨髄系細胞由来のBsgが寄与
しているのかを検討した。骨髄細胞の再構成４週間後にそれぞれのマウスにTACをおこ
ない、その後４週間生存を観察した (Figure 9A)。Bsgは心筋細胞や線維組織に強く発現
しており、一方で炎症細胞などのGFP陽性骨髄細胞にはほとんど認められなかった 
(Figure 9B)。さらに、投与したドナー骨髄細胞の遺伝子型に関わらずBsg+/– レシピエン
トマウスはBsg+/+ レシピエントマウスに比し、TAC後の生存が良い傾向を認めた (Bsg+/+ 
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recipientマウス+Bsg+/+ BM: n = 7; Bsg+/- recipientマウス+Bsg+/+ BM: n = 6; Bsg+/+ recipientマ
ウス+Bsg+/– BM: n = 4; Bsg+/– recipientマウス+Bsg+/– BM: n = 6) (Figure 9C)。これらの結果
から、心臓組織由来のBsgに比し、骨髄細胞由来Bsgの心不全増悪への寄与は比較的小さ
いと考えられた。  
 
6.2 Bsgの圧負荷誘発心不全における酸化ストレスとMMP活性の増幅機構 
心臓組織におけるBsgが圧負荷誘発心不全の増悪に大きな役割を果たしていると考え
らえたため、蛍光免疫組織染色を用いてTAC後のBsg+/+ マウスの心臓におけるBsgの発現
と局在を検討した。Bsgの発現は、ベースラインでは弱く、特に間質組織で低下していた 
(Figures 10A, 11)。対照的に、TACは左心室のBsg発現を時間経過とともに強く誘導し、
特に、心筋細胞と線維芽細胞の表面に強い発現を認めた。 
次に、Bsgは炎症とMMPの発現、活性化を誘導することが知られているため、Bsgの圧
負荷誘発心不全による酸化ストレスとMMP活性の誘導における役割を検討した 
(Figures 10B, 12)。TACにより左心室の酸化ストレス (Dihydroethidium (DHE) 染色で評
価) は時間経過とともに増強を認めたが、酸化ストレス増強の程度はBsg+/+ マウスに比
しBsg+/– マウスで軽度であった (Figure 10B)。同様に、TACは左心室おけるにMMP活性
化 (In situ zymography (DQ gelatin) で評価) を時間経過とともに強く惹起したが、その程
度はBsg+/+ マウスに比しBsg+/– マウスで著明な低下を認めた (Figures 10C, 13)。さらに、
TAC1週間後の心臓ホモジネートにおけるMMP活性化をザイモグラフィーで検討したが、
DQ gelatinの実験と同様にBsg+/+ マウスに比しBsg+/– マウスで有意なMMP活性の低下を
認めた (n=4 each, P<0.05) (Figure 10D)。 
以上の結果より、Bsgは心臓圧負荷によって誘導される酸化ストレスとMMP活性化
に大きく関与していると考えられた。 
 
6.3  Bsgの圧負荷誘発心不全における炎症と線維化の増幅機構 
次に、我々はTAC後の組織学的評価をBsg+/– マウスとBsg+/+ マウスで行った。
Elastica-Masson (EM) 染色で評価した心臓間質の線維化面積は、両遺伝子型マウスにおい
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て増加を認めたが、TACによる線維化面積の増加は、Bsg+/+ マウスに比しBsg+/– マウス
で有意な抑制を認めた (n=6-8, P<0.05) (Figure 14A)。TAC術後4週の免疫組織染色では、
Bsgの左心室での発現がBsg+/+ マウスに比しBsg+/– マウスで著明に低下していた 
(Figure 14B)。さらに、Bsgのリガンドの一つであり、強力な炎症と酸化ストレスの誘導
因子であるcyclophilin A (CyPA) の発現も、TAC後の左心室においてBsg+/+ マウスに比し
Bsg
+/–
 マウスで著明な低下を認めた (Figure 14B)。また、TAC後の左心室においてCyPA
の発現とその受容体であるBsgの発現の共局在を認め、圧負荷誘発心不全増悪における
CyPA/Bsgシグナルを介した炎症・線維化増幅機構の存在が考えられた (Figure 14B)。さ
らに、-smooth muscle actin (αSMA) の発現増加がTAC後の左心室でBsg+/+ マウスに比し
Bsg
+/–
 マウスで低下しており、Bsgの筋線維芽細胞の活性化を介した線維化の促進メカニ
ズムが考えられた (Figure 14B)。 
Bsgの線維化と炎症のさらなる関与を検討するため、TAC1週間後の心臓ホモジネート
における遺伝子発現を検討した。線維化マーカーであるcollagen1a (Col1a)とconnective 
tissue growth factor (CTGF)の発現は、線維化の減少所見と一致してBsg+/+ マウスに比し
Bsg
+/–
 マウスで有意な減少を認めた (n=6-8, P<0.05) (Figure 14C)。さらに、TACによって
惹起される炎症を評価するため、心臓における炎症性サイトカインの遺伝子発現を評価
した。その結果、Bsg+/+ マウスに比しBsg+/– マウスではIL-6の有意な発現低下が認めら
れた (n=6-8, P<0.05) (Figure 14D). これらの所見から、Bsgは心線維化、炎症の増幅を介
して圧負荷誘発心不全の増悪に寄与していると考えられた。 
 
 
6.4  機械的伸展刺激、Angiotensin II刺激のBsgを介した心線維芽細胞活性化機構 
これまでの研究で、TAC後の著明な線維化の改善がBsg+/+ マウスに比しBsg+/– マウス
で認められたため、心線維芽細胞 (CFs) の周期性機械的伸展刺激もしくはAngiotensin II 
(AngII) 刺激に対する反応を検討した。周期性機械的伸展刺激はMAPKのactivated protein 
kinase B (Akt)、stress-activated protein kinase (SAPK)をBsg+/+ CFsで活性化させたが、それ
らは有意にBsg+/– CFsで低下していた (n=4 each, P<0.05) (Figure 15A)。さらに、周期性機
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械的伸展刺激はCFsにおけるBsgの発現と分泌を増加させたが、それらもBsg+/+ CFsに比し
Bsg
+/–
 CFsで有意に低下していた。同様に、Bsgのリガンドの一つであるCyPAの分泌も
Bsg
+/+
 CFsに比しBsg+/– CFsで有意に低下していた (n=4 each, P<0.05) (Figure 15B)。次に、
Bsgは強力に炎症を誘導することが知られているため、CFsからのサイトカイン、ケモカ
イン、成長因子などの分泌を検討した (Figure 15C)。機械的伸展刺激は多くのサイトカ
イン、ケモカイン、成長因子の分泌をBsg+/+ CFsで促進したが、それらの分泌はBsg+/– CFs
で有意に低下しており、basic fibroblast growth factor (bFGF)、leukemia inhibitory factor (LIF)、
interleukin-17 (IL-17)、tumor necrotic factor-α (TNF-α)、platelet derived growth factor-BB 
(PDGF-BB)、IL-18などの著明な分泌の抑制が認められた (n=4 each, P<0.05) (Figure 15C)。 
次に、圧負荷心不全において心臓組織のAngIIが活性化されることが知られているため、
代表的神経体液性因子のAngIIを用いてCFsを24時間刺激した。機械的伸展刺激時と同様
に、AngIIは有意にAkt、extracellular signal-regulated kinase (ERK)、SAPKの活性化を介し
てCFsを活性化させたが、Bsg+/+ CFsに比しBsg+/– CFsでは有意な活性化の抑制を認めた 
(n=3 each, P<0.05) (Figure 16A)。さらに、AngIIによるBsgの発現と分泌も、Bsg+/+ CFsに
比しBsg+/– CFsで有意な低下を認めた (n=3 each, P<0.05) (Figure 16B)。AngIIはBsg+/+ CFs
で有意にサイトカイン、ケモカイン、成長因子の分泌を促進したが、それらのサイトカ
インの分泌はBsg+/– CFsで有意に抑制されており、bFGF、LIF、IL-17、TNF-α、PDGF-BB、
IL-18の有意な分泌抑制が認められた (n=3 each, P<0.05) (Figure 16C)。これらの結果より、
Bsgは機械的伸展刺激、AngII刺激シグナルの伝達に重要な役割を果たし、CFsの活性化や
炎症の増幅に大きく寄与していると考えられた。 
これまでの検討で機械的伸展刺激とAngII刺激によりCFsからBsgが分泌されることを
確認したため、細胞外に分泌されたBsgのパラクリン・オートクリンの作用を検討するこ
ととした。ヒトのリコンビナントBsg (hrBsg) を用いてBsg+/+ CFsを1時間刺激したところ、
hrBsgはコントロールに比し有意にERKとAktの活性化を惹起した (n=5 each, P<0.05)  
(Figure 17A)。さらに、hrBsgは新生児ラット心筋細胞でatrial natriuretic peptide (ANP) の
発現を増加させる傾向を認めた (n=6 each, P=0.06) (Figure 17B)。また、新生児ラット心
線維芽細胞でBsgをsiRNAでノックダウンすることで、コントロールに比しNox2の発現が
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有意に低下することを確認した (n=6 each, P<0.05) (Figure 17C)。 
次に、細胞内外のBsgがCFsを活性化することが判明したため、Bsgを介したCFsの細胞
増殖能を検討した。その結果、Bsg+/– CFsはBsg+/+ CFsに比し有意な増殖能の低下を示し
た (n=8 each, P<0.05) (Figure 17D)。さらに、CFsにおいてBsgを欠損させることで機械的
伸展刺激によるサイトカイン、ケモカイン、成長因子の分泌が著明に減少していたこと
から、CFsのパラクリン作用による細胞増殖促進効果を検討した。CFsを機械的伸展刺激
することで得られたconditioned medium (CM) (Bsg+/– CFs、Bsg+/+ CFs) を用いて、CFsを
CM添加DMEM中で培養した。CMによりCFsは有意な細胞増殖をきたしたが、特にBsg+/+ 
CFsを添加した際により高い増殖能が認められた (n=8 each, P<0.05) (Figure 17E)。以上の
結果から、肥大刺激に対して細胞表面のBsgと細胞外に分泌されたBsgの両方が線維芽細
胞を活性化させることで増殖を促進し、パラクリン作用で心筋細胞を活性化させている
と考えられた。 
これまでの検討で、CFsに発現しているBsgが心不全や炎症の増悪に大きく寄与してい
ることが判明した。しかし、TACによる反応性のBsg発現上昇は特に心筋細胞表面に多く
認められたため (Figures 10A, 11)、心筋特異的Bsg過剰発現マウス (Bsg-Tg：cardiac 
specific Bsg overexpression mice) にTACを行い圧負荷誘発心不全における心筋細胞由来
のBsgの役割を検討した。TAC術後のカプランマイヤー曲線より、リッターメイトコント
ロールマウスに (n=21) 比しBsg-Tgマウス (n=27) で有意に生存率が悪かった (P<0.05) 
(Figure 17F)。さらに、心臓ホモジネートのinterferon (INF)-γ、regulated on activation normal 
T cell expressed and secreted (RANTES)、basic-fibroblast growth factor (FGF) 値はWTに比し
Bsg-Tgマウスにおいて有意な上昇を認めた (n=3 each, P<0.05) (Figure 17G)。これらの結
果より、心筋細胞由来のBsgが圧負荷誘発心不全や炎症の増悪に大きく関与していると考
えられた。なお、ベースラインで、Bsg-Tgマウスはリッターメイトコントロールマウス
に比し心筋表面に強いBsgの発現を認めた (Figure 18A)。さらに、リッターメイトコント
ロールマウスに比しBsg-Tgマウスにおいて心臓ホモジネートにおけるBsg発現は2.19倍
であり、心臓超音波検査では左室壁厚・左室拡張末期径は同等であったが左室内径短縮
率の僅かな低下を認めた（Figures 18B,C）。 
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6.5  心不全患者の予後予測新規バイオマーカーとしての血清sBsgの有用性 
これまでの研究で、心筋細胞内外のBsgはマウスの圧負荷誘発心不全の病態形成に大き
く関与していることが判明した。次に、ヒトの心不全患者におけるBsgの発現や役割につ
いて検討することとした。 
心不全患者におけるBsgの臨床的意義を確認するため、最初にhuman cardiac fibroblasts 
(hCFs)を hrBsgで刺激することで細胞増殖能を評価した。その結果hrBsgはコントロール
に比し有意にhCFsの増殖を促進した (Figure 19A)。対照的に、CFsをBsgのsiRNAでトラ
ンスフェクションしてBsgを欠損させたところ、コントロールに比し有意にhCFsの増殖抑
制が認められた (Figure 19B)。 
次に、我々は心不全患者の血清sBsg値について検討を行った。Control群として心臓超
音波、心臓カテーテル検査を施行し器質的心疾患を除外した患者を用いた。予後調査が
完了した患者のBaseline characteristicsはTable 1の通りであった。その結果、Control群 
(n=12) に比し心不全患者の血清 (n=187) で有意なsBsgの増加が認められた (P<0.05) 
(Figure 19C)。一方で、心不全患者の血清sBsg値と血清brain natriuretic peptide (BNP）値に
は相関関係を認めなかった (Pearson r=0.187, P<0.05) (Figure 19D)。さらに血清Bsg値の臨
床的意義を確認するため心不全患者の予後について検討を行った。評価項目として全死
亡、心不全増悪による再入院、これらの複合評価項目とした。その結果、event-free survival 
curveの解析で、血清Bsg値高値群は低値群に比し全死亡 (cut-off value 3099 pg/ml, hazard 
ratio (HR)：4.6, CI 1.7-12.6 P<0.05)、心不全再入院 (cut-off value 2554 pg/ml, HR：4.0, CI 
1.4-11.0 P<0.05)、複合エンドポイント(cut-off value 3099 pg/ml, HR：3.5, CI 1.7-7.2 P<0.05) 
において有意な予後不良の予測因子であった (Figure 19E)。また、血清sBsg値の上昇は
特に大動脈弁狭窄症患者、高血圧性心疾患患者などの心臓圧負荷が過剰となる病態にお
いて 上昇が認められた (Figure 20A)。さらに、心不全患者において血清Bsgは炎症性サ
イトカインの血清MIG (Pearson r=0.652, P<0.05)、血清IL-8 (Pearson r=0.314, P<0.05) や血
清Adiponectin (Pearson r=0.492, P<0.05)、Bsgのリガンドである血清CyPA (Pearson r=0.224, 
P<0.05)濃度と有意な相関関係を認めた（Figure 20B）。最後に、これらの研究結果より
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Bsgの心肥大、心不全への病態形成の関与が明らかとなり、圧負荷誘発心不全において
Bsgが新規の治療標的であるとともに、心不全患者における新規の予後予測バイオマーカ
ーになりうると考えられた。 
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7.  考察 
 
本研究で得られた知見 
本研究において初めて得られた知見は以下のとおりである。 
(1) Bsgは心臓圧負荷により発現が増強し、炎症とMMPを誘導する。 
(2) Bsgは心臓圧負荷による心線維化、心肥大、心不全を促進する。 
(3) 骨髄由来でなく、心臓組織由来のBsgが心不全増悪に大きく関与している。  
(4) Bsgは機械的伸展刺激とAngIIによるCFsの活性化を媒介し、炎症性サイトカインの 
分泌を促進する。 
(5) 心線維芽細胞から細胞表面のBsgはクリーブされ、分泌されたsBsgはオートクリン、
パラクリンの機序で細胞増殖を促進する。 
(6) 血清sBsgは心不全患者で上昇しており、心不全患者の予後予測因子となる可能性があ
る。 
以上の知見より、我々は機械的刺激、神経体液性刺激が細胞内外のBsgを介して成長促
進炎症反応を増幅する悪循環を形成していることを示し、圧負荷誘発心不全を増悪させ
る新規メカニズムとしてBsgの大きな寄与が考えられた (Figure 21)。  
 
7.1  心肥大、心線維化、心不全における心臓組織由来のBsgの重要性 
BsgはDCM、心筋梗塞、心筋炎患者の左心室において強い発現が認められることが以
前に報告されている44-46。一方で、心不全患者におけるBsgの役割についてはほとんど解
明されていなかった。本研究で、我々は圧負荷心におけるBsgの機能を詳細に検討し、
Bsgの心不全増悪促進メカニズムを解明した。 
心肥大、心線維化、炎症は当初増大した後負荷に対する心拍出量を維持するための適
応反応として惹起される13, 57, 58。しかし、過度な心肥大や心線維化は心臓突然死、心不全
入院、予後不良の予測因子でもある59, 60。このため、我々は心肥大シグナリングをターゲ
ットとした全く新しい治療法の開発が求められている10, 58, 61。本研究では、我々は圧負荷
誘発心不全においてBsgが心肥大、心線維化、心不全を誘導する重要な要因であることを
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示した。また、これらの反応はCFsや心筋細胞におけるBsgを介した炎症性サイトカイン、
ケモカインの発現上昇を伴っていた。重要なこととして、TAC後のマウスの生存率はBsg
を全身欠損することで有意に良く、逆に心筋特異的にBsgを過剰発現することで著明に悪
かった。 
本研究でTAC後の左室において継時的にBsgの発現増強が認められたが、BsgはAngII
やNFκB、酸化ストレスなどにより発現が誘導されることが報告されており38, 62, 63、圧負
荷誘発心不全において誘導されたAngIIやNFκB、酸化ストレスなどが心圧負荷により誘
導されるBsg発現に関与していると考えられた。 
Bsgはextracellular MMP inducer (EMMPRIN) とも呼ばれ、多くの種類のMMPs活性化を
誘導することが知られており64、MMPによる心臓リモデリング促進のメカニズムも考え
られた。本研究でTACにより圧負荷のかかる左心室においてMMPの活性化が時間経過と
ともに増強を認めたが、MMP増強の程度はBsg欠損マウスで著明に低下を認めた。これ
らの所見より、BsgはTACにより誘導されるMMP活性化に重要な役割を果たし、心臓リ
モデリングに寄与していると考えられた。 
本研究で、TAC後のBsgの発現とMMP・ROSの発現部位の多くは異なっていた。線維
芽細胞の検討において、ストレッチすることで分泌されるCyPAはBsg欠損心線維芽細胞
でWT心線維芽細胞よりも低下していることを示した。また、CyPAは酸化ストレスを誘
導することが知られており28、さらに酸化ストレスはMMPを誘導することが知られてい
る65, 66。Bsg発現とMMP・ROS発現部位が異なる一つの機序として、Bsgにより誘導され
たCyPAがROS増幅を介してMMPを活性化させると考えられた。 
以上より、Bsgを阻害することが新規の心不全治療戦略になりうると考えられた。 
 
7.2  圧負荷に対するCFsの炎症応答機構 
CFsが心肥大、心機能障害、炎症を惹起することは既に報告されている67-69。本研究で、
機械的刺激・AngII刺激によりCFsより炎症性サイトカインのTNF-・basic-FGF・IL-17・
IL-18・PDGF-BB・LIFの分泌が認められたが、それらはWT CFsに比しBsg欠損 CFsで著
明に低下していた。TNF-・PDGF-BB・basic-FGF・LIF・IL-18は心肥大に関与し65, 70-73、
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PDGF-BB・TNF-・IL-17は心線維化に関与することが報告されており66, 72, 73、CFsのBsg
を介した様々な刺激に対する炎症性サイトカインの分泌がパラクリン・オートクリンを
介し心筋細胞やCFsに作用することで心肥大や心線維化を促進する一つのメカニズムと
考えられた。さらに本研究では、細胞表面のBsgが機械的伸展刺激やAng-IIによる刺激で
CFsからクリーブされ分泌されることを示した。hrBsgはCFsの細胞増殖を促進し、MAPK
を活性化することも確認した。また、hrBsgは心筋細胞におけるANP発現も上昇させた。 
さらに、周期性機械的伸展刺激はCFsから炎症性サイトカイン、ケモカイン、成長因子
などの分泌を促進しMAPKを活性化したが、Bsgを欠損したCFsではこれらの反応が著明
に減少しており、Bsgの心臓組織における機械的伸展刺激シグナルの伝達因子としての役
割が考えられた。これらの所見より、CFsより分泌されたsBsgはオートクリン、パラクリ
ン様式でCFs自体に作用し、さらに心筋細胞の活性化にも寄与していると考えられた。従
って、細胞表面のBsg、分泌されたsBsgは両者ともに心肥大、心線維化、心不全の新規治
療標的となりうると考えられた。 
 
7.3  心不全患者の新規治療標的、新規バイオマーカーとしてのBsgの役割 
これまでの研究でBsgが心不全の病態形成に大きく寄与していることを解明した。Bsg
を治療標的とした薬物介入を考える際に、多数のBsgを阻害する物質が現在報告されてい
る。Bsgを直接阻害する方法として、Bsgのモノクローナル抗体を用いた検討で、マウス
の動脈硬化、心筋梗塞、頭頸部癌の改善効果が報告されている44, 74, 75。間接的なBsg阻害
方法として、ベルベリン、レスベラトロール、クルクミンなどがMAPKの阻害や、reactive 
oxygen species (ROS)の阻害を通してBsg発現を抑制することが報告されている76-79。本研
究で、Bsg全身欠損マウスは慢性心圧負荷に対して抵抗性を持ち、心不全への伸展を抑制
することを示した。従って、Bsgの薬物的阻害は心不全の新規治療標的となりうると考え
られた。 
さらなるBsgの心不全患者における臨床的意義として、本研究では心不全患者における
血清sBsg値の上昇を確認した。さらに、血清sBsg高値群は心不全患者において全死亡、
心不全再入院、これらの複合評価項目において予後予測因子であった。また、本研究で
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は心不全患者における血清Bsgと血清BNPには相関関係がなく、血清Bsgは血清BNPと独
立した心不全患者の予後予測因子になる可能性が考えられた。心血管病以外では、血清
Bsgは肝細胞癌、ループス腎炎、全身性硬化症患者で健常者に比し上昇し活動性を反映し
ていることが報告されている32, 39, 40。また、本研究ではsBsgと他サイトカインの相互関係
を検討したが、心不全患者において血清sBsgは血清IL-8、血清MIG、血清adiponectin、血
清CyPAとの強い相互関係を認め、Bsgのヒトの炎症における重要な役割を示唆した。興
味深いことに、血清IL-8、血清adiponectinは心不全患者の予後予測因子であることが報告
されており80-82、血清sBsgは心不全患者における予後不良を予測する新規バイオマーカー
であるという我々の所見を支持する報告であると考えられた。心不全患者における血清
sBsgに関するさらなる検討が望まれる。 
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研究の限界（Study Limitations）  
いくつかの限界は、本研究のために言及されなければならない。 
第 1に、TAC よる圧負荷誘発心不全モデルが、ヒトの左心不全の臨床像を完全に表す
可能性はない。心不全の病態生理には多くの要因が関わっており、本研究で得られた知
見がすべての心不全患者の治療応用ができない可能性がある。 
第 2に、血清 Bsgの新規予後予測バイオマーカーとしての解析については、比較的小
さな人数の解析であることと単変量解析であることより、血清 Bsg が心不全患者の予後
不良を予測する可能性はあるがさらなる検討が必要である。 
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8.  結語 
 
本研究の結果から、マウスの圧負荷誘発心不全において Bsgは酸化ストレス、炎症、
MMP 活性化を介して心不全、心肥大、心線維化の増悪に寄与していることが示された。
さらに、心臓組織由来の Bsgが心不全の病態形成に大きく関与していると考えられた。
線維芽細胞において細胞内外の Bsgは線維芽細胞の活性化や増殖を促進し、Bsgが心不
全の新規治療標的であると考えられた。 
血清 Bsg高値は、心不全患者の予後不良予測因子となる可能性が考えられた。 
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11.  図の説明 
 
Figure 1 日本における 5年ごとの心不全患者数の推移 
日本における心不全患者数の予測。心不全患者は増加し続け 2030年には 130万人になる
と予測されている。Okura Y, et al. Circulation Journal. 2008.より引用。 
 
Figure 2 収縮不全による心不全のステージと治療戦略 
Jessup M, et al. New England Journal of Medicine. 2003.より引用。 
 
Figure 3  収縮不全による心不全の病態生理モデル 
McMurray J, New England Journal of Medicine. 2010.より引用。 
 
Figure 4 Bsg の構造と機能 
Bsgの構造と、各ドメインに対する詳細な機能やリガンド。Agrawal SM, et al. Biochim 
Biophys Acta. 2011.より引用。 
 
Figure 5  CyPA/Bsg を介した酸化ストレス増幅機構モデル 
CyPAは大動脈瘤や心肥大などの様々な心血管疾患に関わっている。CyPAは ROS によ
り Rho-kinase依存性に細胞外に分泌される。さらに、細胞外の CyPAは受容体である Bsg
を介して細胞内の ROS を誘導することで酸化ストレスを増幅する悪循環のサイクルを
形成する。 
 
Figure 6  ヒトの心血管疾患における心臓の Bsg 発現 
(A) 拡張型心筋症患者（虚血性、非虚血性）の心臓における Bsg蛋白発現のウェスタン
ブロット写真。Spinale FG, et al. Circulation. 2000.より引用。 
(B) 急性心筋梗塞患者の心臓における Bsg（CD147）と CyPA 発現の免疫組織染色写真。
Seizer P, et al. Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2011.より引用。 
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Figure 7  ヒトの心筋炎における心臓の Bsg発現 
心筋炎では CD3陽性細胞、CD68陽性細胞などの炎症細胞が浸潤し、それらの細胞に
CyPAが強く発現している。一方で、Bsg（EMMPRIN）は心臓組織に強く発現が認めら
れている。Seizer P, et al. Int J Cardiol. 2013.より引用。 
 
Figure 8  Bsg の圧負荷誘発心肥大、心不全における関与 
(A) Tail-cuff 法で評価した Bsg+/– マウスと Bsg+/+ マウスの、ベースラインでの脈拍と血
圧 (n = 4 each)。(B) TAC 術後の長期生存曲線。Bsg+/– マウス (n = 41)、Bsg+/+ マウス (n 
= 38)。(C) 代表的心臓超音波画像。TAC 術後 4週の傍胸骨短軸像からの M-modeによる
Bsg
+/–
 マウスと Bsg+/+ マウスの心臓の観察。(D) TAC術後 4週の心臓超音波による Bsg+/– 
マウスと Bsg+/+ マウスの各種心機能パラメーター定量評価。(n =6- 8)。心室中隔壁厚
（IVS：interventricular septum thickness）; 左心室後壁厚（LVPW：left ventricular posterior 
wall thickness）; 拡張末期左心室内径（LVIDd：LV internal end-diastolic diameter）; 左心
室短縮率（LVFS：LV fractional shortening）。(E) TAC 術後 4週の Bsg+/– マウスと Bsg+/+ 
マウスの心体重比（Heart weight/ BW）と wet 肺体重比（Lung weight/ BW） (n =6- 8) 全
ての結果は平均値±標準誤差で表記した。*P<0.05. 
 
Figure 9  圧負荷誘発心不全における心臓組織由来 Bsgの役割 
(A) 骨髄移植実験（BMT：bone marrow transplantation）のプロトコール。8週齢の Bsg+/–
マウスと Bsg+/+ マウスにγ線照射を用いて骨髄細胞を破壊したのちに Bsg+/–、Bsg+/+ の
骨髄を移植した。BMT4 週間後に Bsg+/– マウスと Bsg+/+ マウスに TAC を行い、生存を
4週間観察した。(B) Bsg+/+ の GFP (green fluorescent protein) 陽性骨髄細胞 (green) を移
植された Bsg+/+ recipient マウスの、TAC4 週間後の代表的免疫組織染色の顕微鏡写真。
Bsg (red)、α-actinin (red)。GFP/Bsg共陽性の細胞は圧負荷心においてほとんど認められて
いない。Scale bars, 100 μm。(C) 骨髄移植後のカプランマイヤー生存曲線。Bsg+/– recipient 
マウスは Bsg+/+ recipient マウスに比し骨髄細胞ドナーの遺伝子型によらず (Bsg+/+ or 
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Bsg
+/–
 BM) TAC後の生存率がよい傾向が認められた。(Bsg+/+ recipientマウス+Bsg+/+ BM: n 
= 7; Bsg
+/-
 recipientマウス+Bsg+/+ BM: n = 6; Bsg+/+ recipientマウス+Bsg+/– BM: n = 4; Bsg+/– 
recipient マウス+Bsg+/– BM: n = 6)。  
 
Figure 10 Bsg の圧負荷誘導酸化ストレスと MMP活性の増幅作用 
(A) TAC 術後の左心室における Bsg発現の代表的免疫組織染色顕微鏡写真。TAC により
時間経過とともに Bsg 発現の増強が認められ、特に心筋細胞表面に強く発現していた。
Bsg (Alexa Fluor-563, red)、DAPI (blue)。Scale bars, 200 μm。(B) 代表的 TAC 術後の左心
室の酸化ストレス写真。酸化ストレスは dihydroethidium (DHE) 染色で評価した。Scale 
bars, 300 μm。(C) 代表的 TAC 術後の左心室における MMP 活性写真。MMP 活性は in situ 
zymography (DQ gelatin) にて評価した。Scale bars, 300 μm。(D) ゲラチンザイモグラフィ
ー。TAC 術後 1週における心臓ホモジネートの proMMP-2とMMP-2 活性評価。全ての
結果は平均値±標準誤差で表記した。(n=4 each) *P<0.05 
 
Figure 11 心筋細胞における圧負荷惹起性の Bsg 発現 
TAC 術後の左心室の代表的蛍光免疫組織染色写真。Bsg (Alexa Fluor-563, red)、DAPI (blue)。
Bsgの発現は間質と心筋細胞に強く認められた。TAC は時間経過とともに左心室におけ
る Bsg発現を増強し、特に心筋細胞表面に強い発現を認めた。Scale bars, 200 μm。  
 
Figure 12 Bsg の圧負荷誘発酸化ストレスの増強作用 
TAC 術後の左心室の酸化ストレス評価。TAC 術後の Bsg+/– マウスと Bsg+/+ マウスの左
心室における代表的 dihydroethidium (DHE) 染色写真。Scale bars, 300 μm。圧負荷により
惹起される活性酸素種（ROS: reactive oxygen species）は Bsg+/+ に比し Bsg+/– の左心室に
おいて著明な減少を認めた。 
 
Figure 13 Bsg の圧負荷誘発酸化ストレスの増強作用 
TAC 術後の左心室のMMP 活性評価。TAC 術後の Bsg+/– マウスと Bsg+/+ マウスの左心
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室における代表的 in situ zymography (DQ gelatin) 写真。Scale bars, 300 μm。圧負荷により
惹起される MMP 活性化は Bsg+/+ に比し Bsg+/– の左心室において著明な減少を認めた。 
 
Figure 14  Bsg の圧負荷惹起心線維化と炎症の増幅作用 
(A) TAC術後４週の Bsg+/– マウスと Bsg+/+ マウスの心臓における代表的 Elastica-Masson 
(EM) 染色。バーグラフは TAC、SHAM 術後の Bsg+/– マウスと Bsg+/+ マウスの心臓間質
における線維化領域の定量評価 (n = 6-8)。Scale bars, 200 μm。(B) TAC 術後４週の Bsg+/– 
マウスと Bsg+/+ マウスの心臓における Hematoxylin-Eosin (HE) 染色と代表的免疫組織染
色写真。Bsg, basigin; CyPA, cyclophilin A; αSMA, α-smooth muscle actin。Scale bars, 200 μm。
(C) TAC術後 1週の Bsg+/– マウスと Bsg+/+ マウスの左心室における線維化マーカーの相
対的 mRNA遺伝子発現。collagen 1a (Col1a)、connective tissue growth factor (CTGF)、 basigin 
(Bsg) brain natriuretic peptide (BNP)。 (n = 6-8)。(D) TAC 術後 1週の Bsg+/– マウスと Bsg+/+ 
マウスの左心室における炎症性サイトカインの相対的 mRNA 遺伝子発現。IL-6、IL-1β、
TNFα。(n = 6-8)。全ての結果は平均値±標準誤差で表記した。*P<0.05。 
 
Figure 15 周期性機械的伸展刺激による Bsgの心線維芽細胞活性化と炎症増幅機構 
(A-C) Bsg
+/–
 and Bsg
+/+
 の心線維芽細胞 (CFs：cardiac fibroblast) を周期性機械的伸展刺激
で、1 Hz、20 %伸展の条件で 0、6、24時間刺激し細胞溶解液（TCL：total cell lysates）
と濃縮した上清培地 (CM：conditioned medium) を回収した (n=4 each)。(A) TCLの定量
的ウェスタンブロット解析。Akt、ERK1/2、JNKの活性化をリン酸化蛋白/全蛋白 
(phosphorylated/total-Akt, ERK, JNK) の比で解析した。(B) 定量的ウェスタンブロット解
析。TCLのBsg発現、CM中のBsgと cyclophilin A (CyPA) 分泌の解析。(C) Bsg+/– and Bsg+/+ 
CFs から CM 中に分泌されたサイトカイン、ケモカイン、成長因子の評価。basic fibroblast 
growth factor (bFGF)、leukemia inhibitory factor (LIF)、interleukin-17 (IL-17)、IL-18、platelet 
derived growth factor-BB (PDGF-BB)、tumor necrotic factor- (TNF-。全ての結果は平均値
±標準誤差で表記した。*P<0.05。   
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Figure 16 Angiotensin II 刺激による Bsgの心線維芽細胞活性化と炎症増幅機構 
(A-C) Bsg
+/–
 and Bsg
+/+
 の CFs を Angiotensin II (AngII：100nmol/l) 刺激で、0、1.5、3、6、
24時間刺激し TCLと CM を回収した (n=3 each)。(A) TCLの定量的ウェスタンブロット
解析。Akt、ERK1/2、SAPK の活性化をリン酸化蛋白/全蛋白 (phosphorylated/total-Akt, ERK, 
SAPK) の比で解析した。(B) 定量的ウェスタンブロット解析。Bsgの TCLと CM での発
現。Bsgの発現と分泌は有意に Bsg+/+ CFsに比し Bsg+/– CFsで低下していた。(C) Bsg+/+ の
CFs Bsg
+/–
 and Bsg
+/+
 CFs から CM 中に分泌されたサイトカイン、ケモカイン、成長因子
の評価。basic fibroblast growth factor (bFGF)、leukemia inhibitory factor (LIF)、interleukin-17 
(IL-17)、IL-18、platelet derived growth factor-BB (PDGF-BB)、tumor necrotic factor- (TNF-。
全ての結果は平均値±標準誤差で表記した。*P<0.05。 
 
 
Figure 17  細胞内外の Bsg によるパラクリンを介した細胞活性化と増殖促進機構 
(A) 定量的ウェスタンブロット評価。ヒトリコンビナント Bsg（hrBsg：human recombinant 
Bsg、100ng/ml）を用いて Bsg+/+ CFs を 1時間刺激。Aktと ERKの活性化 (p/t-Akt, p/t-ERK) 
の解析 (n = 5 each)。(B) hrBsg (10 ng/ml, 1 hour) を用いて刺激した新生児ラット心筋細胞
の、心肥大関連遺伝子の相対的 mRNA遺伝子発現。atrial natriuretic peptide (ANP)、brain 
natriuretic peptide (BNP)、(n = 4 each)。(C) 新生児ラット線維芽細胞を Bsg siRNA (siBsg)、
control siRNA (siCT)を用いて 72時間トランスフェクションした後の、Bsg、NADPH 
oxidase2 (Nox2)、integrin-β2の相対的 mRNA遺伝子発現 (n = 4 each)。(D) CFs の細胞増殖
能評価実験 (Cell Titer 96 MTT assay)。Bsg+/– CFs と Bsg+/+ CFs をウシ血清 (FBS：fetal 
bovine serum ;0 % vs. 5 %) 添加した DMEM で 5日間培養した (n = 8 each)。(E) パラクリ
ンによる CFs の細胞増殖能評価実験。Bsg+/– CFs と Bsg+/+ CFs を、DMEM に CFs を 24
時間機械的伸展刺激することで得られた CMを 2 %の濃度で調整して添加し培養した (n 
= 8 each)。(F) TAC 後の心筋特異的 Bsg過剰発現 (Bsg-Tg：cardiomyocyte-specific 
overexpressing) マウスとリッターメイトコントロールマウスのカプランマイヤー生存曲
線。(G) Bsg-Tgマウスとリッターメイトコントロールマウスのベースラインにおける心
Suzuki et al., Page 48 
 
 
臓のサイトカイン値。interferon-γ (INF-γ), regulated on activation、normal T cell expressed and 
secreted (RANTES)、basic-fibroblast growth factor (FGF)、(n = 3)。全ての結果は平均値±標
準誤差で表記した。*P<0.05。 
 
Figure 18  心筋特異的 Bsg 過剰発現マウスのベースラインにおける表現型  
(A) Bsg-Tgマウスとリッターメイトコントロールマウスにおけるベースラインでの Bsg
の発現と局在を示した代表的蛍光免疫組織写真。Bsg (green)、-actinin (red)、DAPI (blue)。
Scale bars, 100 μm。(B) Bsg-Tgマウスとリッターメイトコントロールマウスにおけるベー
スライン時のBsg蛋白発現の代表的ウェスタンブロット写真と、その定量評価 (n=4 each)。
(C) Bsg-Tgマウスとリッターメイトコントロールマウスマウスにおけるベースライン時
の心臓超音波検査による定量的各種心機能パラメーター解析 (n=4 each)。心室中隔壁厚
（IVS：interventricular septum thickness）; 左心室後壁厚（LVPW：left ventricular posterior 
wall thickness）; 拡張末期左心室内径（LVIDd：LV internal end-diastolic diameter）; 左心
室短縮率（FS：fractional shortening）。全ての結果は平均値±標準誤差で表記した。*P<0.05。 
 
 
Figure 19 心不全患者における新規予後予測バイオマーカーとしての血清 Bsg 
 (A) Cell Titer 96を用いた細胞増殖能評価 (MTT assay)。ヒト心線維芽細胞 (hCFs：human 
cardiac fibroblasts) を hrBsg (10 ng/ml) で 3日間培養した (n = 8 each)。(B) hCFs の細胞増
殖能評価。hCFs を human Bsg siRNA、control siRNA にて 72時間トランスフェクション
した後に 3日間培養した (n = 8 each)。(C) ELISA 法による血清 soluble form of Bsg (sBsg) 
値の解析。心不全患者 (n = 187)、心疾患の無い健常者のコントロール (n = 12)。データ
は box-and-whisker plotsで示す。 (D) 心不全患者における血清 sBsgと血清 brain natriuretic 
protein (BNP) の相関関係。 (E) 心不全患者における、血清 Bsg高値群と低値群のカプラ
ンマイヤー生存曲線。Survival CART 解析により、血清 Bsg高値群と低値群の cut-off値
を全死亡エンドポイントと複合エンドポイントでは 3099 pg/ml、心不全再入院エンドポ
イント 2554 pg/ml に設定した。全ての結果は平均値±標準誤差で表記した。*P<0.05。 
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Figure 20  血清 Bsg の疾患別解析と炎症性サイトカインとの相互関係 
(A) 心不全患者における心疾患別血清 Bsg値の解析。血清 Bsgは圧負荷心疾患で上昇し
ており、特に以下の疾患で上昇が認められた。大動脈弁狭窄症 (AS：aortic valve stenosis)、
肥大型心筋症 (HCM：hypertrophic cardiomyopathy)、高血圧性心疾患 (HHD：hypertensive 
heart disease)、 大動脈弁逆流症 (AR：aortic valve regurgitation)、僧房弁逆流症 (MR：mitral 
valve regurgitation)、三尖弁逆流症 (TR：tricuspid valve regurgitation)、僧房弁狭窄症 (MS：
mitral valve stenosis)、肺動脈弁狭窄症 (PS：pulmonary valve stenosis)。(B) 心不全患者に
おける血清Bsgと炎症性サイトカインの相関関係。血清Bsgとmonokine induced by gamma 
interferon (MIG)、IL-8、adiponectin 、cyclophilin A (CyPA) 間に有意な相関関係を認めた。 
 
Figure 21  Bsg による心線維化、心肥大、心不全増悪の想定されるメカニズム 
機械的伸展刺激とAngIIは細胞表面のBsgを介してCFsの活性化と細胞増殖を促進する。
Bsgシグナルは Akt、ERK1/2、SAPK などのMAPK を活性化させることで CFs の増殖を
促進し、酸化ストレスと炎症性サイトカインの誘導を通して MMPs の活性化をきたす。
細胞外の活性化された MMPs は細胞表面の Bsgをクリーブし、細胞外に分泌された Bsg 
(sBsg：soluble form of Bsg) はオートクリン/パラクリン作用で細胞表面の Bsgに作用し
CFs を活性化する。結果として、心筋細胞内外の Bsgは悪循環を形成して CFs の細胞増
殖・炎症性サイトカインの分泌を増強する。さらに CFs より分泌された炎症性サイトカ
インと sBsgはパラクリン作用で心筋細胞肥大を誘導し、心肥大を惹起する。 
 
Table 1 血清 Bsg 値を測定した患者の baseline characteristics. 
Figure 1 
日本における5年毎の心不全患者数の推移。 
SD：systolic dysfunction、IDD：isolated diastolic dysfunction、Sum：SD+IDD。 
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Figure 21 
Control (n=8) Heart Failure (n=120) 
Age (years) 53±9 60±14 
Male (%) 17 64 
Body mass index (kg/m2) 23±2 24±5 
BNP (pg/ml) 24.9±20.9 417.2±690.3 
WHO class 
Ⅰ&Ⅱ (%) 100 74 
Ⅲ (%) 0 18 
Ⅳ (%) 0 8 
Echocardiography 
Left atrial diameter (mm) 31.4±4.3 43.2±10.3 
Left ventricle end-diastolic diameter (mm) 44.6±2.2 51.6±10.5 
Left ventricle end-systolic diameter (mm) 27.5±1.1 36.3±12.8 
Ejection fraction (%) 66.6±5.8 56.9±17.1 
Medical history 
Hypertension (%) 33 46 
Diabetes mellitus (%) 67 21 
Dislipidemia (%) 67 24 
Medication 
Angiotensin converting enzyme inhibitor (%) 0 37 
AngiotensinⅡ receptor blocker (%) 33 33 
β-blocker (%) 33 56 
Calcium channel blocker (%) 17 30 
Table 1 
